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緒 論
Bacillus thuringiensis（以下 B.thuringiensis）は，
土壌，塵芥，汚水などの自然界に広く分布するグラ
ム陽性の好気性芽胞細菌である??。B.thuringiensis
は芽胞形成期に特異的殺虫活性を有する結晶タンパ
ク質を形成することから，微生物農薬として実用化
され，多くの作物に施与されている???。しかしなが
ら，B.thuringiensisは食中毒菌とされている Bacil-
lus  cereus（以下 B.cereus）の近縁種であり，B.
cereusと B.thuringiensisは結晶タンパク質（ICP）
の産生の有無のみにより判別され，他の分類学的性
状は酷似した細菌である。B.cereusはエンテロトキ
シンを産生し，腹痛，下痢を主症状とする下痢型お
よび悪心，嘔吐を主症状とする嘔吐型の食中毒を人
間や動物に対して起こす???。エンテロトキシン産生
については B.thuringiensisにおいても調査が行わ
れ????，B.thuringiensisの産生するエンテロトキシ
ンによる食中毒の可能性が指摘され???，食品混入に
対する安全性が論議された???。しかし，McClintock
 
et  al.??は B.thuringiensisのエンテロトキシンは
B.cereusに比べて病原性を減少させているか，人間
の腸管内で増殖しない可能性を示唆している。更に，
Asano et al.??は B.cereus FM 1と B.thuringien-
sis subsp. sottoならびに subsp. israelensis由来の
エンテロトキシン遺伝子のクローニング・構造解析
を行って B.cereusと B.thuringiensis由来のエン
テロトキシンには２ヶ所の異なる領域があることを
示した。一方，日本においては1982年から B.thur-
ingiensis生菌の散布を認めているが，農水省は
1997年８月，微生物農薬の安全評価に関する基準通
達を行って B.thuringiensisの生物農薬登録の指針
を示した。
本研究は散布 B.thuringiensisの土壌中での消長
および人間の生活空間にある森林，公園，畑地の土
壌におけるエンテロトキシン産生菌および野菜から
の B.thuringiensisの分離を行い，これらのエンテ
ロトキシン産生能について調査を行った。
材料および方法
１．土壌中における B.thuringiensisの消長調査
土壌中における B.thuringiensisの消長について
は，野幌森林公園（以下森林）および酪農学園大学
圃場（以下畑地）の地表より５cmの表土を採集して
供試土壌とした。供試菌はテトラサイクリン耐性 B.
thuringiensisとし，50ppmテトラサイクリン添加
寒天基礎培地（酵母エキス0.25％，ペプトン0.5％，
グルコース0.1％，寒天1.5％）で30℃，４日間培養
し，芽胞の形成をまって供試土壌に散布した。試験
土壌の B.thuringiensis数の調査は，テトラサイク
リン250ppm添加寒天基礎培地に土壌抽出水を塗
布培養して，得られたコロニー数を土壌１gあたり
に換算した。
2．B.cereus分離株のエンテロトキシン産生調査
人間の生活圏に隣接した森林の土壌，公園の土壌
および畑地の土壌は，野幌森林公園３地点，江別市
内の公園３地点（ならのき公園，青葉公園，野幌末
広公園），酪農学園内の畑地３地点を供試土壌として
芽胞分離を行い，それらのエンテロトキシンの産生
量を検定した。供試土壌からの芽胞菌分離法は菊
田・浜田??に準じ，B.thuringiensisの有無について
も調査した。得られたコロニーはセレウス菌選択分
離培地（日水：以下NGKG）へ釣菌し，30℃，24～48
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時間培養後，レシチナーゼ反応陽性および非マンニ
トール分解性によって B.cereus近似株（以下 B.
cereus）を選抜した。選抜菌株のエンテロトキシンの
抽出は，Brain Heart Infusion Broth（日水：以下
BHI-Broth）で１時間予備培養（32℃，120rpm）の
後，培養液１mlを５mlの BHI-brothへ植え継ぎ，
32℃，120rpm，15時間とした。培養菌液は10,000
rpm，10分間遠心分離を行い，上澄をセレウス菌エ
ンテロトキシン検査キット（CRET-RPLA生検）を
用いエンテロトキシン産生量を決定した。なお，人
間に食中毒を示すとされる B.cereus FM 1は品川
邦汎教授（岩手大）由来の菌株であり，北海道大学
農学部応用分子昆虫教室から分譲をうけ供試した。
３．市販野菜からの B.thuringiensis分離ならび
にエンテロトキシン産生調査
北海道産の市販野菜から B.thuringiensisの分離
ならびにエンテロトキシン産生量の調査について
は，小樽市内および江別市内の７小売店より購入し
た野菜および，農家より提供された野菜の計20サン
プルを供試材料とした。供試材料は等量（W/V）の
リン酸緩衝食塩水を加え，90rpmで20分間撹拌の
後，上澄液をポリミキシンＢ添加NA平板培地（肉
エキス0.3％，ポリペプトン0.3％，食塩0.5％，寒
天1.5％，5,000ppmポリミキシンＢ0.2％）へ塗布
培養してコロニーを得た。得られた菌株はNGKG
平板培地を用いてレシチナーゼ反応陽性，非マンニ
トール分解性によって選抜を行い，選抜株はマラカ
イトグリーン染色，サフラニン染色を行い，光学顕
微鏡観察および走査型電子顕微鏡観察によって
ICPの確認されたものを B.thuringiensisとし
た??。B.thuringiensisとされた菌株は，セレウス菌
エンテロトキシン検査キットを用い，エンテロトキ
シンの産生量を決定した。
結果および考察
B.thuringiensisの土壌内での消長については表
１に示した。即ち，森林土壌における，B.thuringien-
sisの消長は１gあたり菌数43,041個が散布され，
１日後には急増し332,143個とピークとなり，２日
目には50,088個に急減した。その後は緩やかに減少
し，14日後には検出されなくなった。畑地土壌にお
いては573,902個散布され，１日後から急減し
7,533個，２日後に3,473株，３日後以降では検出さ
れなかった。
Petras & Casida??は，１g当たり10?個の B.
thuringiensisを散布し，８日間消長試験を行った結
果，散布後２日目まで急激な減少が起こり，以降８
日目まで緩やかな減少傾向を示したとしている。松
本，鮎沢??は，桑園土壌および水田土壌で B.thurin-
giensisの消長試験を行い，土壌１g当たり1.26×
10?個散布した B.thuringiensisは，散布直後から減
少し，７日目に桑園土壌は7.2％，水田土壌は2.6％
が残存するだけとなったとしている。Kalman et
 
al.??は，大豆畑土壌において試験を行い，散布 B.
thuringiensisは散布後急激に減少し，以降は少数で
安定し，86日後にも生存したと報告している。これ
らの結果は，いずれも散布後菌数は急減するものの
B.thuringiensisの長期間の生存を示唆している。本
実験においても，森林土壌は一度上昇してから急減，
畑地土壌においては散布直後から急減するという消
長を得た。しかし，本実験においては短期間で菌株
の分離は認められなくなった。松本，鮎沢??は，供試
する土壌に生息する他の細菌類が B.thuringiensis
の増殖に影響を与えていることを示唆している。本
実験においても滅菌土壌においては異なる消長を示
すことから（未発表），B.thuringiensisは土壌の性質
等の条件において影響を受け，消失するか極少数の
個体数が長期間生存するものと考えられた。
人間の生活に密接した森林，公園，畑地の土壌か
ら分離された分離菌の状況およびエンテロトキシン
産生量の調査結果は表２に示した。分離された芽胞
菌は，森林土壌4,104株，公園土壌659株，畑地土
壌1,326株であり，B.cereusとされた菌株は森林土
壌1,769株，公園土壌163株，畑地土壌283株となっ
た。エンテロトキシン陽性菌株は，森林土壌995株，
公園土壌49株，畑地土壌44株となった。この結果
は分離芽胞菌に対して森林土壌で24.2％，公園土壌
で7.4％，畑地土壌で3.3％がエンテロトキシンを産
生し，それらのの中で，産生量が200ng/mlを超え
る株が，森林土壌で369株，公園土壌で22株，畑地
土壌で17株分離された。この結果から，土壌菌のエ
ンテロトキシンによる食品汚染の可能性を否定でき
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表1 土壌中における B.thuringiensisの消長（cfu/1g
土壌)
経過日数 森林土壌 畑地土壌
0 43,041 573,902
1 332,143 7,533
2 50,088 3,473
3 32,406 0
5 11,866 0
7 11,602 0
10 6,112 0
14 0 0
なかった。
市販野菜からの B.thuringiensis分離状況は表３
に示した。即ち，分離に供した野菜20サンプルのう
ち，ポリミキシンＢ耐性菌株数は SKの73株から
KPの97,047株まで平均23,819株分離された。こ
れらの中各々50株を無作為に選抜し，B.thurin-
giensisの選抜をおこない，菱形結晶，方形結晶およ
び不定形結晶を有するタイプが９株，不定形結晶の
みを有するタイプが２株検索され，11株が B.thur-
ingiensisとされた。即ち，B.thuringiensisとされた
株は，検体HPから分離されたHP-4，HP-15，検体
VPから分離されたVP-6，VP-8，VP-16，VP-27，
VP-28，VP-30，VP-49，VP-50，検体VMPから
分離されたVMP-3で分離率1.1％となった。佐々
木ら???は野外土壌から分離される B.thuringiensis
は１－２％程度であるとしている。本実験の分離率
はこれらと同分離率となったことから，市販野菜に
おいても B.thuringiensisが他の土壌サンプルと同
様の分離源となることが判明した。
また，これらエンテロトキシン産生量については
表４に示した。B.cereus FM-1では64ng/ml，B.
thuringiensis subsp.kurstaki HD1では256ng/ml
のエンテロトキシンが検出された。このように食中
毒菌 B.cereus FM 1の産生するエンテロトキシン
量は64ng/mlであるが，本実験で供試された土壌
由来の B.cereus菌の中には200ng/mlを越えるも
のが森林土壌で20.9％，公園土壌で13.5％，畑地土
壌で6.0％を示した（表２）。また，野菜から分離さ
れた B.thuringiensis株の中にも200ng/mlのエン
テロトキシン量を産生する株が11株中５株得られ
た。
これらのことについて，Asano et al.??は B.thur-
ingiensisにおけるエンテロトキシン構造が B.cer-
eusのエンテロトキシン構造と異なっているとし，
McClintock et al.??は B.thuringiensisにおけるエ
ンテロトキシンは病原性を弱めていると報告してい
ることから，安全性についてはより今後の詳細な検
討が期待される。
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表2 森林・公園・畑地の土壌から分離されたエンテロトキシン産生芽胞菌
分離株数 B.cereus中のエンテロトキシン産生株の出現割合（％)
試験区 エンテロトキシン産生量 ng/ml
芽胞菌数 B.cereus 0 1～10 11～100 100～200 200～300
森林土壌 4,104 1,769 43.8 20.8 6.2 8.3 20.9
公園土壌 659 163 69.9 11.0 5.5 0.0 13.5
畑地土壌 1,326 283 84.5 6.4 0.0 3.2 6.0
表3 市販野菜から分離された B.thuringiensis
調査区 野菜種類 ポリミキシンＢ耐性菌数 検定個体数 B.thuringiensis数
小売店Ｒ ジャガイモ RP 7,390 50 0
長ねぎ RN 1,497 50 0
小売店Ｓ ジャガイモ SP 16,400 50 0
玉ねぎＡ ST 580 50 0
玉ねぎＢ SST 2,083 50 0
大根 SD 34,049 50 0
白菜 SH 31,891 50 0
キャベツ SK 73 50 0
小売店Ｖ ジャガイモＡ VP 18,607 50 8
ジャガイモＢ VMP 1,533 50 1
小売店Ｈ ジャガイモ HP 6,777 50 2
小売店Ｇ ジャガイモ GP 23,033 50 0
小売店Ａ ジャガイモ AP 37,168 50 0
小売店Ｎ ジャガイモ NP 25,934 50 0
農家Ｍ ジャガイモ MP 25,283 50 0
農家Ｔ ジャガイモ TP 57,397 50 0
農家Ｋ ジャガイモ KP 97,047 50 0
玉ねぎ KT 3,996 50 0
農家Ｉ ニンジン KC 84,821 50 0
玉ねぎ IT 812 50 0
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摘 要
微生物農薬 B.thuringiensisは，人間の生活空間
にある森林，公園，畑地の土壌中から分離される。
本実験では市販野菜からの B.thuringiensis分離を
行うとともに，土壌からの B.cereusのエンテロト
キシン産生株とその産生量についても調査を行っ
た。
１．土壌中での B.thuringiensisの消長は，森林土
壌では14日目には検出されなくなり，畑地土壌
は３日目以降で検出されなくなった。B.thurin-
giensisは土壌の性質等の条件において，長期間
には消失するか極少数の個体数が生存すること
を示唆した。
２．土壌中の芽胞菌において，森林土壌で24.2％，
公園土壌で7.4％，畑地土壌で3.3％がエンテロ
トキシンを産生することを明らかにし，土壌芽
胞菌による食品汚染の可能性を示唆した。
３．市販野菜からの B.thuringiensis分離は，1.1％
の分離率であった。この分離率は野外土壌から
の野生 B.thuringiensis分離率と同程度であっ
た。
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Summary
 
The microbial insecticide Bacillus thuringiensis has been isolated from soil in the forest,parks and fields
 
associated with human living space. In these experiments, enterotoxin productions of Bacillus cereus
 
isolated from soil and of B. thuringiensis isolated from vegetables were investigated in relation to their
 
bearing on the human environment.
1. In experiments to determine the number of viable cells of B. thuringiensis in various soils, no B.
thuringiensis cells were present in soil sampled from the forest 14 days after spraying, nor were any B.
thuringiensis cells found in soil sampled from the field 3 days after spraying. This result suggests that B.
thuringiensis is eradicated over time or that only a small population survives in the long term,depending on
 
the properties of the soil and on related conditions.
2. Spore-bearing bacteria of enterotoxin producer was found in 24.2% of the forest soil,7.4% of the park
 
soil,and 3.3% of the field soil. This suggests the possibility of food contamination due to spore-bearing
 
bacteria in the soil.
3. B.thuringiensis strains were isolated from vegetables obtained from the market,and experiments were
 
conducted to identify the enterotoxin productions in the various strains. The rate of B. thuringiensis
 
isolation from the vegetables was 1.1%. This rate is comparable to that of wild-type B.thuringiensis.
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